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分析．从 4 种珊瑚上共分离获得 10 个属的 120 株真菌，分别是:青霉属(Penicillum)56 株、曲霉属
(Aspergillus)25 株、枝顶孢属(Acremonium)2 株、枝孢属(Cladosporium)5 株、毕赤酵母属(Mey-
erozyma)14 株、隔孢伏革属(Peniophora)2 株、拟茎点霉属(Phomopsis)1 株、裂褶菌属(Schizophyl-
lum)1 株、梗孢酵母属(Sterigmatomyces)13 株、篮状菌属(Talaromyces)1 株．通过对不同珊瑚品种分
离获得的附生真菌的比较，发现小叶鹿角珊瑚(Acropora microphthalma)和花鹿角珊瑚(Acropora








































































采用 5 种培养基(表 1)，在 115℃高压灭菌 30
min，冷却至 45℃左右，加入过滤除菌的青霉素和硫
酸链霉素溶液，使二者最终浓度均达到 0． 5 g /dm3，
用于抑制细菌生长．
表 1 5 种分离培养基及成分
Tab． 1 Composition and concentrations of five isolation media
培养基 成分(1 dm3中的含量)
马丁氏培养基(Martin ) 蛋白胨 5． 0 g，酵母粉 2． 0 g，葡萄糖 20． 0 g，K2HPO4 1． 0 g，琼脂粉 14． 0 g
马铃薯葡萄糖琼脂培养基(PDA) 马铃薯 200． 0 g，葡萄糖 20． 0 g，琼脂粉 15． 0 g
酵母麦芽糖琼脂培养基(YM) 蛋白胨 5． 0 g，麦芽提取物 3． 0 g，酵母提取物 3． 0 g，葡萄糖 10． 0 g，琼脂粉 15． 0 g
孟加拉红培养基(ＲBM) 蛋白胨 5． 0 g，葡萄糖 10． 0 g，KH2PO4 1． 0 g，MgSO4 0． 5 g，孟加拉红 0． 033 g，琼脂粉 15． 0 g




灭菌的药匙取 1 g 左右于 10 cm3无菌海水中，涡旋
振荡 5 min制成样品原液． 再用无菌海水将原液稀
释成 1 × 10 －1、1 × 10 －2浓度梯度的稀释液． 用无菌
玻璃涂布棒在相应培养基表面轻轻地涂布均匀． 4
种珊瑚的 3 个浓度梯度的涂布液在每种培养基上重
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1． 5 真菌 DNA的提取、纯化及 ITS序列扩增
本研究采用热裂解法［33］提取海洋真菌基因组
DNA，并将提取获得的 DNA 通过引物 ITS1 / ITS4
(ITS1:5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3'， ITS4:5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3')进行 PCＲ扩增．扩增
反应条件为:95℃预变性 4 min;95℃变性 30s，55℃退
火 30s，72℃延伸 40s，共 32 个循环;72℃最后延伸
7 min．使用 E． Z． N． A Gel Extraction Kit 回收试剂盒
对 PCＲ扩增产物进行纯化，送至上海美吉公司测序．
1． 6 真菌 ITS序列的进化分析




的真菌 ITS序列作为参考序列，用 Clustal W进行完
全比对，然后通过 MEGA 软件，采用邻接法构建系






CS = 2A( )B + C
式中:A为两种样品共有种数或属数，B 为样品 B 的




从采集到的 4 种珊瑚样品中共分离菌株 120 株，







菌株总数的 46． 7%，为优势种属．不同属的真菌在 PDA
培养基上的菌落形态与显微形态如表2．
表 2 4 种珊瑚样品中不同属真菌的菌落形态及显微形态
Tab． 2 Colony and microscopic morphology of different fungi genus isolated from four corals
真菌 菌株数 /株 占比 /% 平板培养形状 显微特征
青霉属
(Penicillium)






















































14 11． 67 菌落米白色，湿润，粘稠，易被挑起，
菌落反面米黄色
-




株(10 种)，占分离总数的 37． 5% ．角孔珊瑚上分离
到 37 株(10 种)，扁脑珊瑚上分离到 27 株(7 种)．
花鹿角珊瑚上分离的菌株最少，仅 11 株(4 种)． 从
表 3 可以看出，不同珊瑚样品上真菌种类分布有较








表 3 三亚 4 种珊瑚样品上附生真菌的分布
Tab． 3 Diversity and distribution of fungi isolated from four corals in Sanya
真菌种类
真菌数量 /株
扁脑珊瑚 角孔珊瑚 小叶鹿角珊瑚 花鹿角珊瑚
枝顶孢属(Acremonium sp．) 1 - - 1
黄曲霉(Aspergillus flavus) - - 2 -
黑曲霉(Aspergillus niger) 3 3 - -
焦曲霉(Aspergillus ustus) - 1 - -
杂色曲霉(Aspergillus versicolor) - - 16 -
枝孢属(Cladosporium halotolerans) 2 3 - -
季也蒙毕赤酵母(Meyerozyma guilliermondii) - 7 1 6
产黄青霉(Penicillium chrysogenum) - 10 1 1
橘青霉(Penicillium citrinum) 1 1 6 3
梅花状青霉(Penicillium herquei) 14 1 2 -
菌核青霉(Penicillium sclerotiorum) 5 7 2 -
隔孢伏革属(Peniophora sp．) - - 2 -
拟茎点霉属(Phomopsis sp．) 1 - - -
群集裂褶菌(Schizophyllum commune) - - 1 -
梗孢酵母属(Sterigmatomyces sp．) - 1 12 -
篮状菌属(Talaromyces verruculosus) - 1 - -








表 4 4 个珊瑚样品之间真菌群落结构相似性系数
Tab． 4 Similarity coefficient of fungal community associated with four different coral samples
珊瑚名称 扁脑珊瑚 角孔珊瑚 小叶鹿角珊瑚 花鹿角珊瑚
扁脑珊瑚 1． 000 0 0． 588 2 0． 352 9 0． 363 6
角孔珊瑚 0． 588 2 1． 000 0 0． 600 0 0． 428 6
小叶鹿角珊瑚 0． 352 9 0． 600 0 1． 000 0 0． 428 6
花鹿角珊瑚 0． 363 6 0． 428 6 0． 428 6 1． 000 0
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2． 3 5 种培养基对珊瑚附生真菌分离能力的比较
本研究采用 5 种培养基对珊瑚附生真菌进行分
离培养，结果如表 5 所示，这 5 种培养基都可以分离
培养得到珊瑚附生真菌，但其分离得到的真菌的种
类和数量是有区别的． 其中，YM 培养基和 CDA 培
养基上分离得到的菌株数量最多，分别为 35 株(12
种)和 32 株(12 种)，累计占分离总菌数量的
55. 83% ．其次，Martin培养基上分离到 20 株，7 个种
类的真菌菌株． ＲBM 培养基和 PDA 培养基分离得
到的菌株数量最少，分别为 17 株(9 种)和 16 株(7






基较好的实现了营养组分互为补充． YM 和 CDA 培
养基最适于分离珊瑚附生真菌．
表 5 5 种培养基上珊瑚附生真菌的分布
Tab． 5 Distribution of coral symbiotic fungi on five media
真菌种类
真菌数量 /株
YM PDA Martin CDA ＲBM
枝顶孢属(Acremonium sp．) - - - 1 1
黄曲霉(Aspergillus flavus) 1 - - 1 -
黑曲霉(Aspergillus niger) 2 1 2 - 2
焦曲霉(Aspergillus ustus) - - - 2 -
杂色曲霉(Aspergillus versicolor) 2 2 2 9 1
枝孢属(Cladosporium halotolerans) 2 - - 3 -
季也蒙毕赤酵母(Meyerozyma guilliermondii) 3 3 4 - 4
产黄青霉(Penicillium chrysogenum) 7 - - 4 1
橘青霉(Penicillium citrinum) 2 1 1 4 3
梅花状青霉(Penicillium herquei) 3 3 5 4 2
菌核青霉(Penicillium sclerotiorum) 4 3 4 1 2
隔孢伏革属(Peniophora sp．) 1 - - 1 -
拟茎点霉属(Phomopsis sp．) - - - 1 -
群集裂褶菌(Schizophyllum commune) 1 - - - -
梗孢酵母属(Sterigmatomyces sp．) 7 3 2 - 1
篮状菌属(Talaromyces verruculosus) - - - 1 -
分离菌株数(种类) 35(12) 16(7) 20(7) 32(12) 17(9)
2． 4 真菌 ITS-rＲNA序列进化分析
通过 Blastn分析，确定了 16 种具有代表性的真
菌种属．所有真菌都与 NCBI 数据库中已知的真菌
的 ITS序列相似度在 99% ～100%之间．具体序列比
对鉴定结果如表 6 所示． 16 种真菌在真菌分类学上
隶属于 6 个真菌纲．在所有的 6 个真菌纲中，散囊菌
纲的真菌多样性最高，有 10 种真菌． 其余的真菌纲
分离获得的菌株种类分别为:伞菌纲(2 种)、伞型束
梗孢菌纲(1 种)、座囊菌纲(4 种)、酵母纲(1 种)和
粪壳菌纲(2 种)．
表 6 基于 ITS序列比对分析的三亚珊瑚附生真菌鉴定结果
Tab． 6 Identification of coral symbiotic fungi from Sanya based on ITS sequence analysis
菌株编号 登录号 NCBI中最相近真菌种属及登录号 真菌纲 相似度 /% 真菌数量 /株
SY1 KY651184 枝孢属(Cladosporium halotolerans)，KU059910 座囊菌纲 100 5
SY2 KY651185 隔孢伏革属(Peniophora sp．)，JN198493 伞菌纲 99 2
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续表 6
菌株编号 登录号 NCBI中最相近真菌种属及登录号 真菌纲 相似度 /% 真菌数量 /株
SY3 KY651186 篮状菌属(Talaromyces verruculosus)，KM278101 粪壳菌纲 100 1
SY4 KY651187 产黄青霉(Penicillium chrysogenum)，KU847864 散囊菌纲 100 12
SY5 KY651188 枝顶孢属(Acremonium sp．)，GU973795 粪壳菌纲 99 2
SY6 KY651189 黄曲霉(Aspergillus flavus)，KT989426 散囊菌纲 100 2
SY7 KY651190 橘青霉(Penicillium citrinum)，KP992928 散囊菌纲 100 11
SY8 KY651191 杂色曲霉(Aspergillus versicolor)，KX254916 散囊菌纲 100 16
SY9 KY651192 季也蒙毕赤酵母(Meyerozyma guilliermondii)，KY104257 酵母纲 100 14
SY10 KY651193 群集裂褶菌(Schizophyllum commune)，KX555525 伞菌纲 100 1
SY11 KY651194 拟茎点霉属(Phomopsis sp．)，FJ233186 粪壳菌纲 100 1
SY12 KY651195 焦曲霉(Aspergillus ustus)，AY373877 散囊菌纲 100 2
SY13 KY651196 梅花状青霉(Penicillium herquei)，JQ863240 散囊菌纲 100 17
SY14 KY651197 梗孢酵母属(Sterigmatomyces sp．)，FJ770079 伞型束梗孢菌纲 100 13
SY15 KY651198 黑曲霉(Aspergillus niger)，LC195003 散囊菌纲 100 6
SY16 KY651199 菌核青霉(Penicillium sclerotiorum)，KT959297 散囊菌纲 100 14
本研究所获得的可培养真菌的 ITS序列在 Gen-
Bank的登录号是 KY651184 － KY651199． 选取每种
真菌 GenBank数据库中相似度最高的 ITS 参照序
列，与获得的 16 种真菌 ITS 序列一起，以 Neighbor-
Joining 构建系统进化树(图 1)，进化树显示所有分
离得到的真菌，担子菌门真菌种类仅有 SY2、SY10
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图 1 采用邻接法构建的基于 ITS序列的珊瑚附生真菌系统进化树
Fig． 1 Neighbour-Joining phylogenetic tree of coral symbiotic fungi from ITS sequence analysis
结果显示一些真菌如橘青霉、杂色曲霉、梅花状青霉
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Diversity of cultivable fungi associated with four coral species
from the South China Sea
GUO Shuang-shuang1，2，XU-Wei1，Siti Aisyah Alias3，HE Gao-yang1，LUO Zhu-hua1
(1． Key Laboratory of Marine Biogenetic Ｒesource，Third Institute of Oceanography，SOA，Xiamen 361005，China;
2． College of Ocean and Earth Sciences，Xiamen University，Xiamen 361005，China
3． Institute of Ocean and Earth Science，University of Malaya，Kuala Lumpur 50603，Malaysia)
Abstract:The diversity of culturable fungi derived from four coral species from the South China Sea were investi-
gated in this study． By spread plate method，YM，PDA，Martin，CDA，ＲBM media were used to isolate coral-
associated fungi． Identification and phylogenetic analysis of coral-associated fungi were conducted based on
ITS-rＲNA gene sequencing． A total of 120 fungi strains were isolated from 4 corals (Platygyra sp．，Goniopora
sp．，Acropora microphthalma and Acropora florid)and these fungi strains belong to 11 genera，including Penicil-
lum (56 strains)，Aspergillus (25 strains) ，Acremonium (2 strains) ，Cladosporium (5 strains) ，Meyerozyma
(14 strains) ，Peniophora (2 strains) ，Phomopsis (1 strain) ，Schizophyllum (1 strain) ，Sterigmatomyces (13
strains)and Talaromyces (1 strain)． The most diverse coral species was Acropora microphthalma and Acropora
floride，both including 6 genus and 10 species． Fungal species distribution varied among different coral species．
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Peniophora sp． and Schizophyllum commune were only recovered from the coral species Acropora microphthalma，
while Sterigmatomyces sp． and Talaromyces verruculosus were only present in the coral species Goniopora sp． ．
Only one strain Phomopsis sp． was obtained from coral Platygyra sp． Total number and species of culturable fun-
gal strains recovered from the five media． YM media recovered the highest amount of fungal strains，accounting
for 29． 17% of the total strains． CDA media recovered the most diverse fungal species． These results suggest that
there are diverse fungal symbionts associated with corals collected from the South China Sea，which are important
sources for marine bioactive compounds．
Key words:marine biology;coral;fungi;diversity;the South China Sea
DOI:10． 3969 /J． ISSN． 2095-4972． 2018． 01． 004
(责任编辑:方建勇)
